婆婆 纳 抗 黑色 素 瘤 物质 基础 的 初步 研究 
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摘要 : 为 明确 婆婆 纳 (Veronica didyma Tenore) 抗 黑色 素 瘤 活性 部 位 及 物质 基础 ， 该 文采 用 
CCKS8 法 评价 了 婆婆 纳 乙醇 提取 物 四 个 萃取 部 位 (石油 醚 层 、 乙 酸 乙 酯 层 、 正 丁 醇 层 、 水 层 ) 
乙醇 提取 物 及 单 体 化 合 物 对 黑色 素 瘤 细胞 株 “B16 和 A375) 细胞 的 增殖 抑制 作用 ; 利用 植 
物化 学 的 技术 和 方法 对 活性 部 位 的 化 学 成 分 进行 了 系统 分 离 纯 化 研究 。 结 果 表明 : (OD Z 
酸 乙 酯 萃取 部 位 (PPNE) 较 其 他 样品 有 更 好 的 抑制 B16 和 A375 细胞 增殖 的 作用 ， 其 Cs 
值 分 别 为 0.177 mg:mL* (B16) 、2.826 mg:mL-I (A375) 。 (2) 从 活性 部 位 PPNE 中 得 到 
7 个 单 体 化 合 物 , 即 对 羟基 茶 甲 醛 (1)、 胡 黄连 昔 IE C22... isoscutellarein 7 - O - (6" - Oacetyl) 
- B - allopyranosyl (1"—2") B - glucopyranoside( 3).3' - hydroxyl - 4' - O - methylisoscutellarein 
7 - O- [6" -O - acetyl - p - D - allopyranosyl - (12) - B - D - Glucopyranoside (4) 、 6-O- 
veratroylcatalposide (5) ~ Veronicoside (6) ~  isoscutellarein 4' - methyl ether 7 - O - (6" -O - 
acetyl) - ballopyranosyl (1"—2") - B - glucopyranoside (7) , 7 个 化 合 物 均 为 首次 从 该 植物 
分 离 得 到 ，HPLC 分 析 显 示 这 7 个 化 合 物 是 PPNE 的 较 大 量 成 分 。 除 化 合 物 1 外， 其 他 6 个 
单 体 化 合 物 均 有 较 好 的 抑制 黑色 素 瘤 细胞 增殖 的 作用 ， 该 文 首次 报道 了 化 合 物 3. 4. 7 的 抗 
HERMIE ZEAL EKR PPNE) 为 其 抗 黑 色素 瘤 活性 部 位 ， 环 烯 醚 页 
类 化 合 物 2、5、6 和 黄酮 类 化 合 物 3、4、7 可 能 为 PPNE 抗 黑 色素 瘤 的 活性 基础 。 该 研究 结 
果 为 合理 利用 其 资源 黄 定 了 科学 基础 。 
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Preliminary study on the aterial basis of anti-melanoma 


activity of Veronica didyma Tenore 
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science and Technology Bureau, Chenzhou 423000, China) 
Abstract: To clarify the anti-melanoma active extract and material basis of Veronica didyma 
Tenore, CCK8 method was used to evaluate the inhibitory effects of four extracts (petroleum ether 
extract, ethyl acetate extract, n-butanol extract, water extract), ethanol extract and monomer 
compounds on the proliferation of melanoma cell lines (B16 and A375); The chemical 


constituents of the active fraction were systematically separated and purified by phytochemical 


基金 项 目 : 湖南 省 教育 厅 优 秀 青年 项 目 〈19B522) ; 郴州 市 科技 计划 项 目 Gsyf201805) ; 湖南 省 药学 应 
用 特色 学 科 资 金 ( 湘 教 通 (2018)469 号 )[Supported by the Excellent Youth Foundation of Educational Committee 
of Hunan Province (No. 19B522), Chenzhou Science and Technology Planning Project (No. jsyf201805) ; 
Characteristic Subjects of Pharmacical Application in Hunan Province(XJT [2018] No. 469)]. 

作者 简介 : XAF 〈1987-) ， 博 士 ， 讲 师 ， 主 要 从 事 天 然 产物 化 学 研究 ， CE-maiD liufang037862163.com. 


“通信 作者 : 王 俊杰 ， 教 授 ， 主 要 从 事 中 药物 质 基础 和 中 药 药理 研究 ， (E-mail) xiangnanyaoxue@163.com。 


techniques and methods. The results were as follows: (1) Ethyl acetate extract (PPNE) had better 
inhibitory effect on the proliferation of B16 and A375 cells than other samples, and ICso = 0.177 
mg:mL! (B16), ICso = 2.826 mg:mL'! (A375), respectively. Seven monomers were obtained from 
PPNE were p-hydroxybenzaldehyde (1), Picroside II (2), 1soscutellarein 7 - O - (6" - Oacetyl) - p - 
allopyranosyl (1"—42") - B - glucopyranoside (3), 3' - hydroxyl - 4' - O - methylisoscutellarein 7 - 
O - [6" - O - acetyl - p - D - allopyranosyl - (12) - B - D - Glucopyranoside (4), 6 - O - 
veratroylcatalposide (5), Veronicoside (6), isoscutellarein 4' - methyl ether 7 - O - (6" - O - acetyl) 
- ballopyranosyl (1" 一 2") p - glucopyranoside (7). (2) Seven compounds were isolated from this 
plant for the first time, and HPLC showed that these seven compounds are the major components 
of PPNE. Except Compound 1, the other six monomers all have good inhibitory effect on the 
proliferation of melanoma cells, and the anti-melanoma activities of compounds 3, 4 and 7 are 
reported for the first time. Based on these results, PPNE of Veronica didyma Tenore is an anti 
melanoma active fraction, Iridoids (compounds 2, 5, 6) and flavonoids (compounds 3, 4, 7) may 
be the basis of anti melanoma activity of PPNE. The results of this study will lay scientific 
foundation for the rational use of Veronica didyma Tenore sresources. 
Keywords: Veronica didyma Tenore, chemical composition, melanoma, separation and 
purification 
玄 参 科 (Scrophulariceae) 婆婆 纳 属 Veronica L.) 植物 约 有 250 种 ， 广 布 全 球 ， 主 产 

于 亚 欧 大 陆 〈Salehi et al., 2019) 。 目 前 ， 在 我 国 发 现 的 婆婆 纳 属 植物 约 60 余 种 ， 主 要 分 布 
于 西南 地 区 ， 多 数 属于 传统 药 用 植物 ， 用 于 治疗 感冒 、 咳 血 、 疝 气 、 止 血 活血 、 清 热 解 毒 、 
生 肌 、 祛 风 利 湿 等 多 种 疾病 CXueetal,2019) 。 近 年 来 ， 由 于 婆婆 纳 属 植物 显著 的 传统 疗 
效 ， 国 内 外 学 者 对 该 属 植物 的 生物 活性 研究 不 断 增多 ， 发 现 其 在 抗 氧化 (Zivkovic etal., 
2017) 、 抗 病毒 (Sharifi-Rad et al., 2018) 、 抗 肿瘤 “ 滕 杰 等 ，2008) 、 抗 炎 镇 痛 (Kim etal., 
2017) 、 保 肝 (Lu et al., 2021; Tan etal., 2017) 、 抑 菌 (Sharifi-Rad et aL, 2018) 等 方面 均 
良好 的 活性 。 该 属 植物 在 抗 恶 性 肿瘤 方面 活性 显著 , RT EI SEE SES AUR E ER RS EA RJ HP 
醇 提取 物 均 对 口 口腔 上 皮 癌 细胞 (KB 细胞 ) 和 B16 黑色 素 瘤 细胞 的 生长 具有 显著 的 抑制 作用 

(Harput et al., 2002) ,婆婆 纳 属 植物 具有 成 为 抗 癌 药物 的 优质 潜能 ,但 活性 基础 并 不 清楚 。 

婆婆 纳 (Veronica didyma) 为 婆婆 纳 属 植物 中 具 代 表 性 的 传统 药 用 植物 之 一 ， 全 草 入 药 ， 

有 具有 解毒 消 肿 、 凉 血 止 血 、 理 气 止 痛 等 功效 ， 被 用 于 治疗 首 肿 、 吐 血 、 疝 气 、 淡 丸 炎 、 白 送 
等 多 种 疾病 ， 且 物质 资源 极其 丰富 ， 在 我 国 各 地 均 有 分 布 〈 张 仁 波 ， 赛 全 丽 ，2009) 。 课 题 
组 前 期 研究 发 现 婆 婆 纳 醇 提取 物 具有 较 好 的 抑制 B16 细胞 增殖 作用 ,其 ICso=1.955 mg:mL^, 
而 文献 调研 显示 ， 迄 今 未 见 对 婆婆 纳 植物 化 学 成 分 的 研究 报道 ， 活 性 基础 不 明 。 

基于 以 上 报道 和 课题 组 前 期 研究 基础 , 为 更 好 利用 婆婆 纳 资源 ,本 研究 以 阐明 婆婆 纳 抗 
色素 瘤 的 活性 部 位 及 活性 成 分 为 研究 目的 ， 采 用 植物 化 学 分 离 纯化 的 技术 和 和 手段， 以 对 
B16 和 A375 黑色 素 瘤 细胞 株 生长 的 抑制 作用 为 导向 ， 探 讨 了 以 下 几 个 问题 ，(1) DUBEGE 
醉 提取 物 抗 黑色 素 瘤 的 活性 部 位 ， (2) 婆婆 纳 抗 黑色 素 瘤 活性 部 位 的 物质 基础 ， (3) 物 
质 基 础 中 单 体 化 学 成 分 的 抗 黑 色素 瘤 活性 评价 。 该 文 的 研究 结果 为 合理 开发 利用 婆婆 纳 资源 
提供 了 科学 依据 。 


1 仪器 与 材料 


核磁 共振 仪 (德国 Bruker AM-400 spectrometer, Bruker AM-500 spectrometer) iX 
相 色谱 仪 〈 岛 津 LC-20A 系列 ) ， 制 备 色 谱 仪 〈 SÆ Essentia Prep LC-16P 系列 ) ， 多 功能 
酶 标 仪 CCytationTM3 ) ， 二 氧化 碳 培养 箱 (Thermo Fisher Scientific, Form 311) ， 生 物 安 
全 柜 (Thermo Fisher Scientific; MSC-Advantagel.8) , 葡 聚 糖 凝 胶 (Sephadex LH-20, Lipophilic 
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Sephadex LH-20, Pharmacia) , 预制 硅胶 板 ( 青 岛 海洋 化 工 , GF254)，, fil e E Hec cum 
CYMC-Pack ODS-A, 250*20 mm, 5 um, YMC Co., Ltd, Kyoto, Japan) ) ， 甲 醇 〈 色 谱 纯 、 
克 林 ) ， 其 它 常规 试剂 〈 分 析 纯 ， 国 药 集团 ) 。 小 鼠 黑色 素 瘤 细胞 株 B16 GRISE , 
人 黑色 素 瘤 细胞 株 A375 RAELE) , CCK8 试剂 盒 (上 海 生 工 )】 ，DMSO (Biosharp)， 
胎 牛 血清 (Gibco) ， 培 养 基 RPMI-1640 (HyClone) ， 胰 酶 (Gibco) 。 


植物 材料 与 2020 年 4 月 采 自 湖南 省 郴州 市 苏 仙 区 ， 经 湘南 学 院 药 用 植物 学 教师 刘 觅 老 
MEEN ZEREN RTI SEA C Veronica didyma Tenore ) 的 全 草 , 标本 (PPN202005CZ ) 
保存 于 湘南 学 院 的 湖南 省 教育 厅 天 然 产 物 心 脑 血管 重点 实验 室 。 
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2.1 提取 和 分 离 

新 鲜 婆 婆 纳 全 草 晾 干 ， 取 1 kg 干燥 全 草 粉 碎 ，90 % 乙 醇 室 温 漫 提 3 次 ， 每 次 72h， 合 
并 提取 温 提 液 ， 减 压 浓缩 至 无 醇 味 ， 加 纯 水 稀释 粉碎 ， 最 终 体积 为 1 L。 水 分 散 后 的 提取 物 


依次 用 石油 配 、 乙 酸 乙 酯 、 正 丁 醇 萃取 ， 少 量 多 次 ， 至 茎 取 液 颜色 变 淡 为 止 ， 减 压 回 收 革 取 
溶剂 ,得 7.7 g 的 石油 醚 层 、13.30 g 的 乙酸 乙 酯 层 、9.30 g 的 正 丁 醇 层 、25.46 g 的 水 层 样 品 。 


活性 评价 发 现 乙 酸 乙 酯 层 样品 CPPNEO. 较 其 他 样品 具有 突出 的 抑制 黑色 素 瘤 细胞 B16 
和 A375 的 活性 ， 对 PPNE 样品 进行 系统 的 分 离 纯化 。 取 PPNE (12.56 g) 样品 用 适量 甲醇 
溶解 ，0.45 hm 微 孔 滤 头 过 滤 ， 反 向 硅胶 (ODS ) 拌 样 ， 以 甲醇 :水 CL: 1~1 : 0) 为 洗 脱 
剂 进行 ODS 柱 层 析 ， 高 效 液 相 色谱 (HPLC) 和 薄 层 色谱 (TLC) 检测 ， 合 并 馏分 ， 得 A. 
B、C、D、E 五 个 部 分 。A 部 分 采用 葡 聚 糖 凝 胶 柱 〈HL-20， 洗 脱 剂 采 用 甲醇 和 水 系统 ) 进 
行 反复 的 柱 层 析 , 得 化 合 物 1045 mg) 和 化 合 物 2(39 mg) B. 部 分 采用 葡 聚 糖 凝 胶 柱 (HL-20， 
洗 脱 剂 采 用 甲醇 和 水 系统 ) 进行 反复 的 柱 层 析 ， 得 化 合 物 5S C19 mg) 。C 部 分 采用 葡 聚 糖 
凝 胶 柱 CHL-20， 洗 脱 剂 采用 甲醇 和 水 系统 ) 进行 反复 的 柱 层 析 ， 得 化 合 物 6 (15 mg) ,分 
别 合并 凝 胶 柱 层 析 后 含有 化 合 物 3 和 化 合 物 4 的 馏分 , 采用 半 制 备 色 谱 进 行 制备 〈 检 测 波长 
254 nm， 甲 醇 : 水 为 55 :45) ， 制 备 后 采用 凝 胶 柱 层 析 纯 化 得 化 合 物 3 (21 mg) 和 化 合 物 
4 19mg) . E 部 分 采用 葡 聚 糖 凝 胶 柱 (HL-20， 洗 脱 剂 采用 甲醇 和 水 系统 ) 柱 层 析 后 ， 采 
用 半 制 备 色谱 进行 制备 〈 检 测 波长 234nm， 甲 醇 : 水 为 65 :350 , ， 制 备 后 采用 凝 胶 柱 层 析 
纯化 得 化 合 物 7 (35 mg) 。 


婆婆 纳 Veronica didyma Tenore (1.0 kg ) 
| 95 % 乙醇 浸 提 ,25 'C 
95 % Ethanol extraction, 25 'C 


乙醇 提取 液 Ethanol extract 
可 收 乙 醇 Ethanol recovery 


浸 谨 Dry extract 
水 分 散 Water dispersion 


| ŽE I. Extraction 


石油 醚 层 乙酸 乙 酯 层 E 丁 醇 层 水 层 
Petroleum ether EtOAc layer — N-butanol layer Water layer 
layer (13.30 g) (9.30 g) (25.46 g) 


(7.77 g) E 
ODS 柱 层 析 ODS column chromatography 


Frs. 1-15(A) Frs. 16-33(B) Frs. 34-54(C) Frs. 54-85(D) Frs. 86-101(E) 


化 合 物 1 Compound 1 化合物 5 (55:193 Compound 3 化 合 物 7 Compound 7 


化 合 物 2 Compound 2 Compound 5 化 合 物 4 Compound 4 
化 合 物 6 Compound 6 


图 1 婆婆 纳 的 分 离 纯化 流程 图 


Fig.l Extraction and isolation procedure of Veronica didyma Tenore 


22 HPLC 分 析 

采用 HPLC 对 活性 较 好 的 乙酸 乙 酯 层 (PPNE ) 进行 分 析 。 色谱 条 件 为 : 色谱 柱 Kromasil 
100-5-C18 柱 (4.6*250 mm) ， 检 测 波长 为 276 nm， 流动 相 (0.1 AFR A-ZS BO ， 流 速 
为 1 mL:min!, 进 样 体积 为 5 pL, 采用 梯度 洗 脱 ,平衡 柱子 采用 15 % B, 洗 脱 过 程 为 0~5 min, 
30 % B; 5-10 min, 3096-40 %; 10~20 min，40 % B; 20-30 min, 40%~50 % B; 40~45 min, 
50%~60 % B; 45~50 min, 60%~98 % B; 50~55 min, 98 % B; 55~60 min, 1596 B. PPNE 的 


HPLC 见 图 2. 
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2 PPNE 的 HPLC 图 
Fig. 2 HPLC of PPNE 
2.3 细胞 培养 


细胞 接种 于 直径 6 cm 的 细胞 培养 下 中 ， 用 含 10 % 胎 牛 血清 、1 % 双 抗 的 RPMI-1640 培 
养 基 在 37 C, 5% CO: 的 细胞 培养 箱 中 进行 培养 ， 待 细胞 贴 壁 生长 融合 到 85 % 左 右 时 ， 采 
用 胰 酶 消化 传代 ， 继 续 培养 。 
2.4 CCKS 法 检测 婆婆 纳 样品 对 B16 和 A375 的 增殖 抑制 作用 

取 处 于 对 数 生 长 期 的 细胞 ， 用 胰 酶 消化 后 离心 得 细胞 沉淀 ， 用 培养 基 稀 释 成 1x104 
个 :mL- 的 单 细 胞 悬 液 接种 于 96 孔 板 中 ， 每 孔 100 nL， 置 于 37 'C. 5 % 的 CO; 培养 箱 中 培 
养 12h 后 , 将 培养 液 换 成 含有 婆婆 纳 提取 物 或 单 体 化 合 物 的 培养 液 继 续 培 养 , 每 孔 100 uL; 
含 药 培养 基 继 续 培 养 24 hn， 换 新 鲜 培养 液 ， 同 时 每 空 加 10 pL CCK8， 振 摇 混 合 均匀 ， 继 续 
培养 4h， 多 功能 酶 标 仪 测 吸光 度 值 ， 测 定 波长 为 450 nm。 设 置 给 药 孔 (Al1) 、 细 胞 空白 孔 
(A2) 、 无 细胞 空白 孔 CAOD ，5 个 复 孔 。 细 胞 增殖 的 抑制 率 %= {[ (A2-A0) - (A1-A0)]/ 
CA2-A0) } x100%。 


3 结果 与 分 析 


31 婆婆 纳 乙 醇 浸 提 物 及 不 同 薪 取 部 位 的 抗 黑 色素 瘤 活性 评价 

婆婆 纳 乙醇 浸 提 物 不 同 溶剂 禁 取 部 位 对 黑色 素 瘤 细胞 B16 和 A375 增殖 的 抑制 结果 见 表 
1。 从 整体 上 来 看 : 〈1) 婆婆 纳 样品 对 B16 增殖 的 抑制 作用 强 于 A375 细胞 (2) 乙酸 乙 
酯 部 位 的 抑制 黑色 素 瘤 的 作用 最 强 , 石油 醚 层次 之 , 婆婆 纳 乙 醇 提取 物 有 抑制 黑色 素 瘤 的 作 
用 ， 尤 其 是 对 B16 的 抑制 作用 较 强 ， 其 他 水 层 、 正 丁 醇 层 抑制 黑色 素 瘤 的 作用 较 弱 或 基本 
无 抑制 作用 。 由 此 可 见 , 乙酸 乙 酯 部 位 是 婆婆 纳 抑 制 黑色 素 瘤 细 胞 增殖 的 活性 部 位 ， 婆婆 纳 
抗 黑色 素 瘤 的 活性 成 分 主要 分 布 在 乙酸 乙 酯 部 位 和 石油 醚 部 位 ， 尤 其 是 乙酸 乙 酯 部 位 中 。 


de 1 婆婆 纳 各 样品 对 黑色 素 瘤 细胞 的 抑制 作用 


Table 1 Inhibitory effects of different samples of Veronica didyma on melanoma cells 
T 浓度 不 同 肿瘤 细胞 的 抑制 率 % ICso 
S 1 Concentration Inhibition rate (mg:mL"^) 
ample 
p (mg-mL!) B16 A375 B16 A375 
1 33.95+5.44 - 
婆婆 纳 醇 提 
C buds 4 59.3046.00 — -16.222229 1.955 
Ethanol extract 
8 93.55+3.21 25.89+3.40 
水 层 1 0.29+3.97 - 
Water layer 4 5.25+5.42 -13.00+3.82 
正 丁 醇 层 1 -6.42+6.21 - 
N-butanol layer 4 4.52+3.67 -22.43+6.03 
1 91.571.50 20.04+4.17 
LBS 
RA 4 97.90+0.84 59.15+3.32 0.177 2.822 
Ethyl acetate layer 
8 99.92+1.44 79.55+1.26 
T" 1 35.49+1.91 14.89+5.22 
init 
4 92.70+4.80 55.25+3.03 1.316 4.248 
Petroleum ether layer 
8 96.67+0.90 61.97+1.91 


32 婆婆 纳 乙酸 乙 酯 部 位 (PPNE) 的 化 学 成 分 


通过 系统 的 分 离 纯化 ， 我 们 从 乙酸 乙 酯 层 分 离 得 到 了 7 个 化 合 物 ， 鉴 定 为 : 化 合 物 1 


为 对 羟基 茶 甲 醛 ， [274849 E TF I; WEW 3 为 isoscutellarein 7-O-(6"-Oacety])-B- 
allopyranosyl (1"—2") -B - glucopyranoside; 化 合 物 4 为 3'-hydroxy-4'-O-methylisoscutellarein 


7-O-[6"-O-acetyl-B-D - allopyranosyl- (1 一 2)-B-D- glucopyranoside; KWEH 5X 6-0- 


veratroylcatalposide; KEW 6 为 Veronicoside; 化 合 物 7 为 isoscutellarein 4'-methyl ether 7-O- 
(6"-O-acetyl)- ballopyranosyl (1" 一 2-B-glucopyranoside， 其 化 学 结构 见 图 3。 化 合 物 2、S、 
6 属于 环 烯 醚 熙 苷 类 化 合 物 ， 化 合 物 3、4、7 属于 黄酮 音 类 化 合 物 。 


du 


o 
R 
it- 
R 
OH 2 
oS 0 
Ho— P ò 
HO Q 
O*^H HO OH 
Ho 


化 合 物 1, 白色 粉 


2 Ri=OMe, R=OH 
5 R,-OMe, R;-OMe 
6 R1=H， R2=H 


3 _Ri=OH，R2=H 
4 Ri=OMe，R2=OH 
7 _Ri=OMe，R2=H 


图 3 PPNE 中 化 合 物 的 化 学 结构 图 
Fig.3 Compound structures from PPNE 
K, 易 深 于 甲醇 ,，IH-NMR (500 MHz, DMSO-d6) ô: 10.94(1H, s, -CHO), 


7.78(2H, d, J-8.5 Hz, H-2, 6), 6.81(2H, d, J-8.5 Hz, H-3, 5); BC-NMR (125 MHz, DMSO-d6) ô: 


131.99(C-1), 131.95(C-2, 6), 115.53(C-3, 5), 161.98(C-4), 189.29(-CHO)。 以 上 数据 与 文献 〈 黄 


字 飞 等 ，2020) 报道 一 致 ， 化 合 物 1 鉴定 为 对 羟基 茶 甲 醛 。 

化 合 物 2， HEN mo 溶 于 甲醇 ， 和 明黄 连 苷 II X H8 h 起 进行 HPLC 分 析 ， 不 同 洗 脱 
系统 保留 时 间 相 同 ，DAD 图 谱 相 同 ， 混 合 样 品 在 胡 黄 连 疹 I 对 照 品 色 谱 峰 的 位 置 仅 有 一 个 
色谱 峰 ， 化 合 物 2 3E JAHR RYE T TT. 


化 合 物 3， 黄色 粉末 , 溶 于 甲醇 ，'H-NMR (500 MHz, DMSO-d6) ô: 6.85 (1H, s, H-3), 6.70 
(1H, s, H-6), 7.98 (1H, d, J =8.5 Hz, H-20; 7.98 (1H, d, J =8.5 Hz, H-6); 6.95 (1H, d, J =8.5 Hz, 
H-35; 6.95 (1H, d, J =8.5 Hz, H-5); 12.37 (1H, s, 5-OH); 5.08 (1H, d, J —6.5 Hz, H-Glu-1); 3.60 
(1H, m, H-Glu-2); 3.52 (1H, m, H-Glu-3); 3.26 (1H, m, H-Glu-4); 3.46 (1H, m, H-Glu-5); 3.75 
(1H, m, H-Glu6a); 3.52 (1H, m, H-Glu6b); 4.93(1H, d, J =8.0 Hz, H-All-1); 3.26 (1H, m, H- All-2); 
3.93 (1H, m, H-AII-3); 3.43 (1H, m, H- All-4); 3.88 (1H, m, H- All-5); 4.03(1H, m, H- All-6a); 
4.02 (1H, m, H- All-6b); 1.88 (3H, s, -OAc); C-NMR (125 MHz, DMSO- de): 见 表 2。 以 上 数据 
与 文献 〈Albach etal., 2003) 一 致 ， 故 化 合 物 3 鉴定 为 isoscutellarein 
7-O-(6"-OacetyD)-p-allopyranosyl (1"—2")-B- glucopyranoside. 


化 合 物 4, 黄色 粉末 , ATF, 'H-NMR (500 MHz, DMSO-d6) ô: 6.81 (1H, s, H-3), 6.69 
(1H, s, H-6), 7.51 (1H, d, J —1.5 Hz, H-2*; 762 (1H, dd, J =8.5 Hz, 2.0 Hz, H-65; 7.12 (1H, d, J 
—8.5 Hz, H-5*; 12.35 (1H, s, 5-OH); 3.88 (1H, s, -OCH3); 5.10 (1H, d, J —2.5Hz, H-Glu-1); 3.60 
(1H, m, H-Glu-2); 3.50 (1H, m, H-Glu-3); 3.25 (1H, m, H-Glu-4); 3.46 (1H, m, H-Glu-5); 3.74(1H, 
m, H-Glu6a); 3.52 (1H, m, H-Glu6b); 4.92(1H, d, J —8.0 Hz, H-AII-1); 3.25 (1H, m, H- All-2); 
3.92 (1H, m, H-AII-3); 3.43 (1H, m, H- All-4); 3.88 (1H, m, H- All-5); 4.03(1H, m, H- All-6a); 
4.03 (1H, m, H- All-6b); 1.878 (3H, s, OAc); PC-NMR (125 MHz, DMSO- do): 见 表 2。 以 上 数 
据 与 文献 (Lenherr et al., 1987) 一 致 , 故 化 合 物 4 鉴定 为 3'-hydroxy-4'-O-methylisoscutellarein 
7-O-[6""-O-acetyl--D - allopyranosyl- (1—2)-B-D- glucopyranoside. 


化 合 物 5, AEK, !'H-NMR(500 MHz, DMSO-dg)6 :7.65(1H, dd, J = 8Hz, 1.5Hz, H-6"); 
7.4 (1H, d, J -1.5 Hz, H-2"); 7.10(1H, d, J -9Hz, H-5"); 6.43(1H, dd, J -10Hz, 1Hz H-3); 5.14 
(1H, m, H-1); 5.11 (1H, m, H-6); 5.01 (1H, m, H-4); 4.63 (1H, d, J —8.0 Hz, H-1'); 3.94 (1H, dd, J 
= 13.5, 5 Hz, H-10a); 3.74 (1H, m, H-10b); 3.74 (1H, m, H-6'a); 3.74 (1H, m, H-7); 3.43 (1H, m, 
H-6'b); 3.03-3.20 (4H, m, H-2,3,4',5); 2.60 (1H, m, H-5); 2.50 (1H, dd, J = 9.0, 7.0 Hz, H-9). 
BC-NMR (125 MHz, DMSO- de): 见 表 2。 以 上 数据 与 文献 〈 高 坤 等 ，2003) 一 致 ， 故 化 合 物 
5 J& 4E 73 6-O-veratroylcatalposide 。 


化 合 物 6， 淡 棕色 粉末 ，!'H-NMR(500 MHz, DMSO-d6o)5 : 8.02 (2H, d, J = 7.5 Hz, H-2", 
6");7.70 (1H, t, J = 7.5Hz, H-4"), 7.56 (2H, t, J = 8.0 Hz, H-3", 5"), 6.43 (1H, dd, J = 6.0 Hz, 1.5 
Hz H-3), 5.14 (1H, H-1), 5.12 (1H, m, H-6), 5.01 (1H, m, H-4), 4.63 (1H, d, J =8.0 Hz, H-1", 3.94 
(1H, dd, J = 13.3, 4.8 Hz, H-102), 3.74 (1H, m, H-10b), 3.74 (1H, m, H-6'a), 3.74 (1H, brs, H-7), 
3.44 (1H, m, H-6'b), 3.03-3.20 (4H, m, H-2',3',4',5", 2.61 (1H, m, H-5), 2.50 (1H, H-9), SC-NMR 
(125 MHz, DMSO- de): 见 表 2。 以 上 数据 与 文献 一 致 〈Kwak etal., 2009) ， 故 化 合 物 6 鉴 


定 为 veronicoside。 


化 合 物 7， 黄色 粉末 , 溶 于 甲醇 ，!H-NMR (400 MHz, DMSO-d6) ô: 6.93 (1H, s, H-3), 6.70 
(1H, s, H-6), 8.10 (1H, d, J =9.2 Hz, H-2'); 8.10 (1H, d, J =9.2 Hz, H-6"; 7.13 (1H, d, J =8.5 Hz, 
H-35; 7.13 (1H, d, J =8.5 Hz, H-5; 12.33(1H, s, 5-OH); 3.87 (1H, s, -OCH3); 5.08 (1H, d, J 77.6 
Hz, H-Glu-1); 3.60 (1H, m, H-Glu-2); 3.52 (1H, m, H-Glu-3); 3.25 (1H, m, H-Glu-4); 3.46 (1H, m, 
H-Glu-5); 3.74 (1H, m, H-Glu6a); 3.52 (1H, m, H-Glu6b); 4.92(1H, d, J =8.0 Hz, H-All-1); 3.25 
(1H, m, H- AlL2); 3.92 (1H, m, H-AII-3); 3.43 (1H, m, H- All-4); 3.88 (1H, m, H- All-5); 4.03(1H, 


m, H- All-6a); 4.03 (1H, m, H- All-6b); 1.88 (3H, s, -OAc); BC-NMR (100 MHz, DMSO- de): Jl 
K 2。 以 上 数据 与 文献 (Nugroho et al., 20080 一 致 , 故 化 合 物 7 鉴定 为 isoscutellarein 4'-methyl 
ether 7-O-(6"-O-acetyl)- ballopyranosyl (1"—2")-B-glucopyranoside. 


K2 化 合 物 3-1 的 PC-NMR 数据 
Table 2 ^C-NMR spectral data of compound 3-7 


Pr 化 合 物 3 化 合 物 4 化 合 物 7 K 化 合 物 5 化 合 物 6 
Carbon Compound 3 Compound 4 Compound 7 Carbon Compound 5 Compound 6 
C-2 164.55 164.41 164.12 C-2 93.38 93.39 
C-3 103.14 103.82 103.84 C-3 141.57 141.64 
C-4 182.86 182.83 182.91 C-4 102.24 102.14 
C-5 152.68 151.14 152.69 C-5 35.63 35.64 
C-6 99.85 100.38 99.9 C-6 80.37 80.63 
C-7 151 152.67 151.11 C-7 58.63 58.57 
C-8 127.93 127.98 127.98 C-8 66.35 66.36 
C-9 144.21 144.37 144.25 C-9 42.27 42.27 
C-10 106 106 106.04 C-10 58.86 58.86 
C-I' 121.93 123.54 123.33 Glu-1 98.20 98.32 
C-2' 129.13 113.66 128.96 Glu-2 73.89 73.89 
C-3' 116.42 147.23 115.05 Glu-3 77.94 77.93 
C-4' 161.83 151.78 162.94 Glu-4 70.74 70.73 
C-5' 116.42 112.54 115.05 Glu-5 76.88 76.88 
C-6' 129.13 119.4 128.96 Glu-6 61.88 61.88 
Glu-1 100.47 99.79 100.47 C-I' 123.96 134.14 
Glu-2 83.1 82.66 83 C-2' 112.21 129.83 
Glu-3 76.05 76.01 76.05 C-3' 148.95 129.33 
Glu-4 69.69 69.68 69.7 C-4' 153.7 129.83 
Glu-5 TT.6 71.53 TT.6 C-5' 111.62 129.33 
Glu-6 61.01 60.99 61.02 C-6' 121.81 129.72 
All-1 103.07 102.74 103 CO 165.96 166.2 
All-2 71.93 71.89 71.93 3'-OCH3 56.23 
All-3 71.25 71.29 71.26 4'-OCH3 56.03 
All-4 07.27 07.39 07.32 
All-5 72.02 71.97 72.02 
All-6 64 63.92 64.01 
-OCH3 56.25 56.05 
20.95 20.9 20.94 
Acetyl 170.8 170.76 170.8 


3.3 单 体 化 合 物 的 抗 黑 色素 瘤 活 性 评价 


从 PPNE 样品 分 离 纯化 得 到 的 7 个 较 大 量 单 体 成 分 ， 对 这 7 个 单 体 成 分 的 抗 B16 
和 A375 细胞 增殖 活性 进行 评价 ， 结 果 见 表 3。 除 化 合 物 1 外， 化 合 物 2-7 对 B16 和 A375 


we 


胞 株 的 增殖 均 有 良好 抑制 Bl6 和 A375 细胞 增殖 的 作用 ， 且 对 B16 细胞 增殖 的 抑制 作用 
强 于 A375 细胞 ， 此 结果 与 乙醇 提取 物 和 PPNE 的 活性 一 致 。 黄 酮 昔 类 化 合 物 3、4、7 对 

B16 和 A375 细胞 增殖 的 抑制 作用 弱 于 环 烯 醚 机 苷 类 化 合 物 2、S$、56 的 抑制 作用 。 综 上 ， 环 
烯 醚 莫 类 和 黄酮 类 物质 可 能 是 娑 婆 纳 抗 黑色 素 瘤 的 活性 基础 。 
表 3 单 体 化 合 物 对 黑色 素 瘤 细胞 的 抑制 作用 


Table 3. Inhibitory effect of commpounds of Veronica didyma Tenore on melanoma cells 


化 合 物 序号 浓度 浓度 抑制 率 Inhibition rate (%) 
Compound Concentration Concentration 

No. Cug: mL!) CumoLL:!) 2d EH 

] 100 818.87 1.27+3.84 2.03 +2.44 

50 76.62 38.78+2.21 82.75 +1.04 

? 100 153.24 47.94x1.40 89.52 +1.99 

4 50 73.31 43.96x1.85 76.60 +2.37 

100 146.63 50.63+2.29 79.43 +1.62 

50 75.08 57.41+3.67 82.36 +1.94 

^ 100 150.15 65.1222.16 88.9] +1.63 

50 97.57 58.29+1.26 89.62 +3.12 

100 195.14 67.63+0.96 96.49 +2.34 

50 95.06 53.96+2.70 91.06 +1.75 

? 100 190.11 61.76x3.33 97.04 +1.97 

50 107.30 53.49x3.06 93.36 +2.26 

? 100 214.59 54.277:3.08 96.08 +0.89 


4 讨论 与 结论 


从 婆婆 纳 抗 黑 色素 瘤 的 活性 部 位 PPNE 层 得 到 7 个 较 大 量化 合 物 , 均 为 首次 从 婆婆 纳 
物 中 得 到 。 本 研究 首次 报道 了 黄酮 类 化 合 物 3、4、7， 环 烯 醚 熙 类 化 合 物 5 具有 良好 抗 黑 
素 瘤 活性 ， 并 且 该 文 首次 对 化 合 物 3、4、5 的 活性 进行 报道 。 化 合 物 5 为 
6-O-veratroylcatalposide， 最 早 从 植物 Gardenia jasminoides 中 分 离 得 到 (Lee etal., 1987) ， 
该 文 之 前 未 见 其 相关 活性 数据 。 化 合 物 4 较 化 合 物 3 黄酮 母 核 C 环 上 多 个 甲 氧 基 ,化合 物 3 
和 4 最 早 由 Lenherr 55 A MERERI 5x 8 TRLYI Stachys recta Labiatae 中 得 到 (Lenherr et al., 
1984) ， 其 后 化 合 物 3 在 其 他 植物 中 也 有 获得 ， 如 植物 Stachys anisochila, KREZA, 
化 合 物 4 MEERE EBW Stachys anisochila 中 也 曾 获 得 , 该 文 之 前 未 见 化 合 物 3 和 4 
的 活性 报道 。 化 合 物 7 较 化 合 物 3 黄酮 母 核 C 环 上 多 了 个 甲 氧 基 ， 最 早 从 植物 Veronica 
filiformis 的 全 草 中 获得 (Chari et al., 19810 , 其 后 化 合 物 7 曾 从 植物 水 苏 (Stachys japonica) 
中 分 离 得 到 ， 具 有 显著 抑制 乙酰 胆 碱 酯 酶 〈ICso=39.94 mg-mL- 和 了 丁 酰 酯 酶 活性 的 作用 

(ICso=86.98 mg: mL!) (Nugroho et al.，2018) . 


对 婆婆 纳 不 同 茜 取 部 位 的 抗 黑色 素 瘤 活性 进行 评价 , 结果 显示 婆婆 纳 抗 黑 色素 瘤 的 活性 
成 分 主要 分 布 在 PPNE 层 和 石油 醚 部 位 ， 尤 其 是 PPNE 层 。PPNE 层 得 到 的 单 体 化 合 物 进行 
讽 黑色 素 瘤 活性 评价 ， 结 果 显 示 环 烯 醚 茧 类 化 合 物 2、5、6 具有 显著 抑制 黑色 素 瘤 细胞 增殖 
作用 ， 当 细胞 培养 液 中 药物 浓度 为 50 hg-mL-! 时 ， 其 对 B16 细胞 的 抑制 率 分 别 为 89.62 %、 
91.62 %、93.36 %， 对 A375 细胞 的 抑制 率 分 别 为 58.29 %、53.96 %、53.49 %; 黄酮 类 化 合 
物 3、4、7 也 具有 较 好 的 抑制 B16 和 A375 增殖 的 作用 ， 黄 酮 苷 类 化 合 物 对 B16 增殖 的 抑 


[B pE 


ME 


制作 用 稍 弱 于 环 烯 醚 莫 昔 类 化 合 物 ， 对 A375 增殖 的 抑制 作用 同 环 烯 醚 牙 背 类 化 合 物 类 似 。 
综 上 , 婆婆 纳 醇 提 取 物 的 PPNE 层 为 婆婆 纳 的 抑制 黑色 素 瘤 细胞 增殖 的 活性 部 位 , 环 烯 醚 蒿 
类 化 合 物 和 黄酮 类 化 合 物 均 为 活性 部 位 抑制 黑色 素 瘤 细胞 增殖 的 活性 物质 基础 , 尤其 是 环 烯 
醚 苹 类 化 合 物 ,活性 机 制 的 初步 研究 发 现 活性 部 位 和 活性 单 体 化 合 物 可 以 抑制 黑色 素 瘤 细胞 
的 迁移 和 侵袭 ， 但 具体 机 制 还 有 待 进一步 的 研究 和 验证 。 
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